弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）是最常见的非霍奇金淋巴瘤，根据细胞起源（cell of origin，COO），DLBCL可以分为活化B细胞样（ABC）和生发中心B细胞（GCB）两种亚型[@b1]。通过R-CHOP（利妥昔单抗+环磷酰胺+阿霉素+长春新碱+泼尼松）方案化疗，约60％患者可以治愈，但仍有约40％的患者表现为复发难治，预后不佳[@b2]。

来那度胺作为一种口服免疫调节药物，在多发性骨髓瘤和骨髓增生异常综合征的治疗中取得了良好的效果，近年来有研究报道对于复发难治或初治DLBCL患者，来那度胺单药或者一线联合R-CHOP方案治疗均取得了一定的效果[@b3]--[@b9]，且在ABC亚型中呈现较高的应答率和较长的存活时间[@b10]。这些研究显示来那度胺可能是重要的DLBCL治疗药物。目前使用此药物的最大挑战是找到与疗效相关的生物学标志物，筛选临床获益患者。

目前已知来那度胺的作用靶点是Cereblon蛋白[@b11]，编码此蛋白的CRBN基因位于3p26.2染色体[@b12]，多发性骨髓瘤中Cereblon的表达水平在来那度胺耐药时显著降低[@b13]。CRBN高表达是来那度胺治疗多发性骨髓瘤患者预后较好的独立影响因素[@b14]--[@b15]。CRBN基因敲除导致多发性骨髓瘤细胞株对来那度胺产生耐药性[@b13]，提示CRBN/Cereblon表达量的高低可能是来那度胺治疗DLBCL的有效生物学标志物，但目前关于Cereblon在DLBCL疗效中表达量的研究很少，尚不清楚GCB和ABC亚型中Cereblon的表达水平是否有差异，Cereblon与DLBCL预后有无相关性，本研究将对上述问题进行探讨。

病例与方法 {#s1}
==========

1.病例：收集2014年1月至2018年8月在广西医科大学附属肿瘤医院经病理诊断为DLBCL的93例初治患者的临床病理资料。纳入标准：①年龄≥18岁；②所有病例经病理组织形态学及免疫组化确诊，诊断标准参照WHO（2008）淋巴造血系统肿瘤分类标准；③临床病理资料完整；④排除合并HIV感染及第二肿瘤患者。依据IPI评分对患者进行分组，0～1分为低危组，2分为低、中危组，3分为中、高危组，4～5分为高危组。

2.检测方法：本中心采用Hans分型法将DLBCL分为GCB型和非GCB（non-GCB）型。采用链霉素抗生物素蛋白-过氧化物酶连接法（SP）行免疫组织化学染色检测病理切片中Cereblon蛋白的表达，兔抗Cereblon多克隆抗体来源于美国Abacom公司。Cereblon主要表达于胞质，染色阳性呈淡黄至棕黄色，细颗粒状或弥漫性分布。参照Dimopoulos等[@b16]研究的评分标准，每张病理切片在中倍镜（×200）下随机选取3个视野，确定固定视野中每个细胞的染色强度（弱强度：+，中强度：++，高强度：+++），计算各染色强度细胞所占百分比（％1+：+细胞所占百分比，％2+：++细胞所占百分比，％3+：+++细胞所占百分比），H评分＝1×（％ 1+）+2×（％ 2+）+3×（％ 3+），将3个视野的H评分平均值作为综合评分，综合评分\>200定义为表达阳性。所有病理切片均由2位高年资的病理科医师独立阅片评分，取评分的平均值作为最后结果。

3.疗效评价及相关标准：本中心的疗效评价采用基于PET-CT的疗效评价标准，分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）。临床分期采用Lugano改良的Ann Arbor分期系统。

4.统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行数据分析，率的比较采用*χ*^2^检验。生存曲线采用Kaplan-Meier检验，双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1.患者一般临床特征：93例DLBCL患者中男46例（49.5％），女47例（50.5％）。年龄≤60岁者61例（65.6％），\>60岁者32例（34.4％）。低危组30例（32.2％），低中危组29例（31.2％），中高危组22例（23.7％），高危组12例（12.9％）。GCB亚型38例（40.9％），non-GCB亚型52例（55.9％），未分类（UC）型3例（3.2％）。使用R-CHOP方案治疗者53例（57％），CHOP方案治疗者40例（43.0％）。达CR者51例（54.8％），达PR者30例（32.3％）。

2.Cereblon蛋白在DLBCL中的表达：本中心共收集93例患者的石蜡切片，行免疫组化染色检测Cereblon蛋白表达，染色结果显示Cereblon表达于胞质，呈淡黄色至棕黄色细颗粒状或弥漫性分布（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。GCB亚型39例，其中Cereblon表达阳性者23例，阴性者16例，阳性率59.0％。non-GCB亚型52例，Cereblon表达阳性者42例，阴性者9例，阳性率82.4％。non-GCB亚型较GCB亚型有更高的Cereblon表达阳性率（*P*＝0.01）。

![免疫组化染色检测弥漫大B细胞淋巴瘤患者石蜡切片中Cereblon蛋白表达\
A：Cereblon蛋白表达阴性，染色强度-（×400）；B：Cereblon蛋白表达阴性，染色强度+（×400）；C：Cereblon蛋白表达阳性，染色强度++（×400）；D：Cereblon蛋白表达阳性，染色强度+++（×400）](cjh-41-03-254-g001){#figure1}

3.Cereblon蛋白表达水平与DLBCL预后的关系：Cereblon阴性组和阳性组的CR率分别为60.0％（15例）和53.7％（36例）（*P*＝0.42）。Cereblon阴性组和阳性组DLBCL患者的OS和PFS差异亦无统计学意义（*P*值分别为0.57和0.52）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}、[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![Cereblon阳性组和阴性组弥漫大B细胞淋巴瘤患者的总生存曲线](cjh-41-03-254-g002){#figure2}

![Cereblon阳性组和阴性组弥漫大B细胞淋巴瘤患者的无进展生存曲线](cjh-41-03-254-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

DLBCL是一种侵袭性和异质性极高的淋巴瘤，随着利妥昔单抗的问世，R-CHOP方案可治愈约60％的DLBCL患者，但仍有约40％的DLBCL患者难治复发。探索更有效的初始治疗方案对于改善DLBCL患者的整体预后至关重要。以来那度胺为代表的免疫调节剂在多发性骨髓瘤和滤泡性淋巴瘤的治疗中取得了良好的效果，已用于一线患者的治疗，来那度胺在DLBCL治疗中的价值是当前研究的热点。

研究发现，在体外动物模型中来那度胺对ABC细胞系的抑制作用高于非ABC细胞系，其机制是来那度胺通过与Cereblon结合诱导IRF4下调和NF-κB信号通路受抑[@b10],[@b17]。在临床中，来那度胺单药或联合利妥昔单抗治疗复发难治性DLBCL患者有效，总有效率约30％，CR率约10％[@b3]--[@b5],[@b18]--[@b19]，亚组分析显示其在non-GCB患者中疗效更佳[@b10]。

美国梅奥诊所的MC078E研究纳入初治DLBCL成人患者，R2-CHOP（来那度胺+R-CHOP）方案治疗的疗效优于美国梅奥诊所淋巴瘤数据库中具有相同入组标准并接受R-CHOP方案治疗的患者。亚组分析显示，来那度胺对于GCB亚组疗效的改善不显著，在non-GCB亚组则疗效显著，提示加入来那度胺可改善non-GCB亚型的不良预后。另一项研究REAL07旨在评估R2-CHOP方案治疗老年初治DLBCL患者的疗效与安全性，入组患者的CR率为86％，其中GCB亚组的CR率81％，non-GCB亚组的CR率88％，两组的差异无统计学意义[@b6],[@b8],[@b20]。

既往未见研究报道Cereblon蛋白在DLBCL中是否表达及其表达水平、GCB和non-GCB中Cereblon蛋白的表达水平有无差异，本研究对上述问题进行了探讨。

本中心通过免疫组化检测Cereblon蛋白表达，发现Cereblon阴性组和阳性组的CR、PFS、OS率差异均无统计学意义。

本研究我们发现non-GCB组中Cereblon蛋白表达阳性率高于GCB组（82.4％对59.0％，*P*＝0.01），原因可能与基因转录水平的调控相关。需要注意的是，Cereblon蛋白在GCB亚型中仍然有很高的阳性率（59.0％），仅通过DLBCL的COO亚型筛选来那度胺获益人群在临床研究中已被证实不可行。多发性骨髓瘤的研究显示，来那度胺通过与Cereblon蛋白结合起效，耐药患者此蛋白表达减低。未来的临床研究可尝试对Cereblon表达阳性的患者予来那度胺治疗，进一步明确是否可通过Cereblon表达情况选择获益人群，指导用药。
